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:【 目 的 ) 探 索 家 看 Bombyx mori miRNAs 对 化 学 感受 蛋白 基因 表达 的 调控 作用 ,以 进一步 研究 
miRNAs 及 其 苇 基 因 在 昆虫 化 学 识别 中 的 作用 。[【 方 法 ] 利 用 生物 信息 学 方法 预测 和 筛选 可 能 作用 
于 家 看 化 学 感受 蛋白 CSPs 基因 家 族 成 员 的 miRNAs; 实 时 荧光 定量 PCR 分 析 预 测 获得 的 候选 miR- 
301 和 其 作用 的 靶 基 因 在 家 蚕 成 虫 不 同 组 织 中 的 表达 变化 ;构建 miR-301 预测 靶 基 因 3'-UTR 的 双 
荧光 素 酶 报告 载体 ,与 合成 的 miR-301 mimics A P PEI) AR AS HAS A on e HEK293 ,通过 双 荧 光 素 
酶 报告 基因 检测 系统 中 英 光 素 酶 活性 变化 检测 miR-301 对 其 靶 基 因 表 达 的 调控 作用 。【 结 果 】 生 
物 信 息 学 分 析 结 果 发 现 ,家 看 化 学 感受 蛋白 基因 csp9 是 miR-301 的 预测 靶 基 因 ,二 者 的 结合 位 点 位 
于 csp9 的 3'-UTR 区 。 实 时 荧光 定量 PCR 检测 结果 表明 ,miR-301 在 交配 后 家 看 肉 雄 成 虫 触角 和 
雄 成 虫 头 部 都 显著 上 调 表达 , 靶 基 因 csp9 在 对 应 组 织 中 表达 则 显著 下 调 。 二 者 共 转 数 HEK293 细 
胞 后 , 双 荧 光 素 酶 检测 结果 表明 ,miR-301 可 以 通过 与 csp9 3'-UTR 的 互 作 ,显著 抑制 上 游 荧 光 素 酶 
报告 基因 的 表达 。【 结 论 】 家蚕 化 学 感受 蛋白 基因 csp9 是 miR-301 的 靶 基 因 ,miR-301 通过 与 靶 基 
因 3'-UTR 的 结合 ,在 翻译 水 平 上 抑制 csp9 的 表达 。 
关键 词 : KÆ; miRNA; 化 学 o 靶 基 因 ; 实时 荧光 定量 PCR; RRLAM 
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Regulation of the E A of chemosensory protein gene csp9 by miR- 


301 in Bombyx mori 

YANG Juan-Juan, WANG Yuan-Zhuo, WEI Bo-Fan, XING Qiu-Ting, KAN Yun-Chao, QIAO Hui-Li* 
( Henan Provincial Key Laboratory of Insect Biology in Funiu Mountain, Henan Provincial Engineering 
Laboratory of Insects Bio-reactor, Nanyang Normal University, Nanyang, Henan 473061, China) 
Abstract: [ Aim] To explore the role of miRNAs in regulating the expression of chemosensory protein 
genes in the silkworm, Bombyx mori, so as to further study the functions of miRNAs and their target 
genes in insect chemoreception. [Methods] The miRNAs that may interact with silkworm CSPs gene 
family were predicted and screened using bioinformatics methods, and the expression changes of 
candidate miR-301 and its target gene in different tissues of silkworm adults were analyzed using RT- 
qPCR. Dual luciferase report vector for miR-301 target gene 3’-UTR was constructed and transfected into 
human embryonic kidney 293 (HEK293) cells with miR-301 mimics or the negative control. The 
regulation of expression of the target gene by miR-301 was detected by the change of luciferase activity in 
dual luciferase reporter gene assay system. [Results] The results of bioinformatics analysis showed that 
csp9 , a silkworm chemosensory protein gene, is a predicted target gene of miR-301, and its binding site 
with miR-301 is located in the 3’-UTR region of csp9. RT-qPCR results showed that the expression of 


miR-301 was significantly up-regulated in male and female adult antennae and male adult head after 
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mating, while the expression of csp9 was significantly down-regulated in these tissues. Dual luciferase 


assays showed that miR-301 significantly inhibited the expression of luciferase reporter gene by interacting 


with csp9 3’-UTR after co-transfection into HEK293 cells. [ Conclusion ] In B. mori the chemosensory 


protein gene csp9 is a target gene of miR-301, its expression at the translational level is inhibited by miR- 


301 through binding to its 3’-UTR. 


Key words; Bombyx mori; miRNA; chemosensory protein; target gene; RT-qPCR; dual luciferase 





microRNAs (miRNAs) 是 一 类 内 生 的 .长度 约 
19 ~22 bp 的 单 链 小 分 子 RNA ,普遍 存在 于 各 种 生物 
中 ,在 细胞 内 具有 多 种 重要 的 调节 作用 (Pasquinelli 
et al., 2000; Reinhart et al., 2000; Lagos-Quintana, 
et al., 2001; Kim, 2005), miRNAs 主要 通过 与 丢 
基因 的 mRNA 的 3' 或 5' 非 翻译 区 互补 结合 ,导致 园 
基因 的 降解 或 翻译 抑制 ,从 而 在 转录 或 翻译 水 平 上 











功能 ( Qiao et al, 2013; 郭 兴 国 等 ,2016 ) 。 本 研究 
通过 生物 信息 学 分 析 ,对 家 符 CSPs 编码 基因 存在 潜 
在 调控 位 点 的 miRNAs 进行 了 预测 ,发 现在 家 看 
csp9 FY 3'-UTR 区 存在 一 个 miR-301 的 调控 位 点 。 
进一步 通过 实时 灭 光 定量 PCR 分 析 miR-301 和 其 
靶 基 因 csp9 在 家 不 不同 组 织 中 的 表达 ;构建 csp9 基 
因 的 野生 型 和 突变 型 3'-UTR 双 荧 光 素 酶 报告 载体 ， 



































调控 基因 表达 (Jiang et al., 2013; Yang et al., 2014; 
He et al., 2016; Zhang et al., 2016)。 每 个 miRNA 
可 以 有 多 个 靶 基 因 , 几 个 miRNAs 也 可 以 调节 同一 
个 基因 。 已 有 报道 表明 , 多 达 30% 的 基因 是 
miRNAs 的 潜在 靶 基 因 (Lewis et al.，2005 ), 因 而 
miRNAs 靶 标 的 检测 逐渐 成 为 研究 miRNAs 功能 的 
要 环节 。 

化 学 感受 蛋白 (chemosensory proteins ，CSPs ) 是 
一 类 在 昆虫 中 广泛 分 布 的 ,小 分 子 量 的 可 溶性 蛋白， 
与 气味 分 子 结合 蛋白 ( odorant-binding proteins, 
OBPs ) 类似, 在 昆虫 感受 和 识别 化 学 分 子 的 早期 阶 
段 发 挥 至 关 重 要 的 作用 ,但 CSPs 的 组 织 表达 更 广 
泛 ,功能 更 多 样 。 此 外 ,CSPs 在 昆虫 中 的 保守 性 强 ， 
不 仅 同 种 昆虫 不 同化 学 感受 蛋白 保持 较 高 的 同 源 
性 ,而 且 不 同 目 . 科 昆虫 之 间 也 有 较 高 的 同 源 性 , 如 
Yo tE Schistocerca gregaria 和 东亚 飞 蝗 Locusta 
migratoria 的 CSPs 的 同 源 性 为 50% ~ 60% , HWA 
ABE A Za] 37% ~ 50% ( Martin-Blazquez et al., 
2017) 。 研 究 表明 , CSPs 不 仅 在 昆虫 的 化 学 识别 中 
有 具有 运输 非 挥 发 性 化 学 分 子 的 作用 ( Angeli et al., 
1999; Jacquin-Joly et al., 2001; Qiao et al., 2013; Li 
et al., 2016; Zhu et al., 2016; Cui et al., 2017; 
Wang et al., 2017) iB AAW BEBE KR AC EZ 
和 生活 型 转换 等 多 种 生理 功能 (Nomura et al., 
1992; Maleszka et al., 2007; Guo et al., 2011; Cheng 
et al., 2015), 

ZÆ Bombyx mori 作为 鳞 翅 目 昆 虫 的 模式 生 
物 ,在 研究 昆虫 变态 发 育 及 农林 业 害 虫 防治 中 发 挥 
着 重要 作用 。 家 大 CSPs 的 功能 也 具有 多 样 性 ,不 仅 
具有 化 学 识别 的 功能 ,还 可 能 具有 化 学 识别 以 外 的 
































与 miR-301 mimics 和 阴性 对 照 共 转 染 HEK293 细 
胞 ,通过 检测 细胞 中 葡 光 素 酶 活性 ,明确 miR-301 与 
靶 基 因 csp9 的 互 作 和 调控 方式 ,为 深入 研究 miR- 
301 在 家 看 生 长 发 育 过 程 中 的 功能 提供 依据 。 




















1 材料 与 方法 


1.1 材料 与 主要 试剂 

家 看 品 种 P50 由 本 实验 室 保 存 。 自 然 光照 条 件 
下 催 青 , 孵化 后 饲养 温度 为 25%C ,相对 湿度 为 
60% ~70% ,自然 光 周 期 条 件 , 以 新 鲜 桑 叶 饲 养 。 

HEK293 细胞 ,大 肠 杆 菌 Escherichia coli DHS5a 
为 本 实验 室 保存 。DMEM 高 糖 培养 基 ( Hyclone 公 
司 ), 胎 牛 血 清 (BI 公司 ) ,miRNA-301 mimics Æ BH 
性 对 照 ( 广 州 镁 博 生物 技术 有 限 公 司 ), X-treme 
GENE siRNA 转 染 试 剂 ( Roche 公司 ) , Trizol Reagent 
(Invitrogen 公司 ) , RevertAid 反 转 录 试 剂 盒 、 限 制 性 
内 切 酶 Not | 和 Xho I (Fermentas 公司 ) ,荧光 素 酶 
报告 质粒 psi CHECK-2 WIE AG EA Boel HK 
35 (Promega 公司 ) ,质粒 DNA 小 量 提取 试剂 盒 、 
DNA 凝 胶 回 收 试剂 盒 ( Axygen 公司 ) , DL2000 DNA 
Ladder ExTad fff DNA 连接 试剂 盒 (TaKaRa 公司 ) 。 
1.2 RA miRNAs 靶 基 因 的 预测 

根据 家 看 基因 组 数据 库 (http: // silkworm. 
genomics. org. cn) 和 NCBI 数据 库 ( https: // www. 
ncbi. nlm. nih. gov’) 中 已 知 的 所 有 编码 CSPs 基因 的 
序列 和 来 自 miRBase 数据 库 (http : // www. mirbase. 
org/cgi-bin/browse. pl) ZÆ miRNAs 的 序列 信息 ， 
利用 靶 基 因 预 测 软件 RNAhybrid 和 TargetScanFish 
预测 可 能 调控 家 和 看 CSPs 家 族 编码 基因 表达 的 
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miRNAs ,及 其 与 CSP 靶 基 因 的 结合 位 点 。 根 据 成 熟 
miRNA 5' 端 2 -8 位 碱 基 序 列 配对 情况 及 其 与 靶 基 
因 互 作 位 点 的 结合 自由 能 ,筛选 miRNAs 的 候选 靶 
基因 用 于 后 续 验 证 实验 。 
1.3 家 和 大 组 织 总 RNA 提取 

WRAP (LIS 24 h 雌雄 成 虫 至 少 5 头 个 体 的 
触角 头 ` 翅 . 足 . 胸 . 腹 和 生殖 腺 组 织 样品 ,迅速 置 于 
无 RNA 酶 的 离心 管 中 , 液 氮 速冻 后 保存 于 -80Y yk 
箱 保存 备用 。 按 照 Trizol 试剂 ( Invitrogen ) 说 明 书 提 
We Acar ME iE RNA, 
1.4 RE miR-301 的 克隆 及 序列 鉴定 

以 家 看 触角 总 RNA 为 模板 ,根据 Genecopoeia 
的 All-in-one miRNA RT-gqPCR 检测 试剂 盒 , 通 过 添 
加 oligo dT 接头 合成 cDNA 第 1 链 ,然后 利用 成 熟 
miR-301 上 游 序列 引物 (5'-TTCGTTGTCGTCGAAA 
CCTGCAA-3") 和 下 游 接 头 通用 引物 ( Genecopia, 
P01011A) 进 行 PCR ,反应 条 件 :95Y 预 变性 5 min; 
95°C 变性 15 s, 55°CIBK 30 s, 72°C 延伸 30 s, 共 30 
个 循环 ; 72% 终 延伸 10 min, PCR 产物 经 切 胶 回 收 
后 连接 到 pMD-19T 克隆 载体 。 连 接 产 物 转化 
DH10B 大 肠 杆菌 感受 态 细胞 , 挑 单 菌 落 培养 后 经 菌 
液 PCR 检测 后 送 北 京华 大 基因 科技 有 限 公 司 测序 
验证 。 
1.5 RT-qPCR HMR miR-301 和 靶 基 因 csp9 

以 1.3 节 提 取 家 看 成 虫 不 同 组 织 RNA 为 模板 ， 
同 1.4 节 利 用 Genecopoeia 的 All-in-one miRNA RT- 
qPCR 检测 试剂 盒 , 对 家 看 miR-301 进行 RT-qPCR 
分 析 , 检 测 其 在 家 看 成 虫 不 同 组 织 中 的 表达 量 。 以 
1.3 节 提 取 家 看 成 虫 不 同 组 织 RNA 为 模板 ,根据 
Fermentas 的 RevertAid 反 转 录 试 剂 盒 说 明 书 合成 
cDNA 第 1 链 ,利用 miR-301 靶 基 因 csp9 ( GenBank 
登录 号 : NM_001043604 ) 的 特异 引物 (csp9-F: 5'- 
CAGGACATCAACGCAATGAT-3'; csp9-R: 5/-TCAC 
CTCCGGAATCTATTAAG-3') 进行 RT-qPCR 分 析 , 分 
析 miR-301 靶 基 因 的 表达 。 实 验 均 设 3 个 生物 学 重 
复 及 3 次 技术 重复 ,家 等 SS rRNA (GenBank 登录 
号 : M35394. 1 ) 为 miRNA 表达 分 析 的 内 参 基因 , 引 
物 序 列 SSrRNA-F; 5'-CGTCCGATCACCGAAGTCA 
AG-3'; 5SrRNA-R; 5'-AGGCGGTCACCCATCCAAGT 
A-3’。 家 看 肌 动 蛋白 基因 actinA3 ( GenBank 登录 
号 : U49854) 为 靶 基 因 表 达 分 析 的 内 参 基 因 ,引物 
序列 actinA3-F; 5'-ATGTGCGACGAAGAAGTTGC- 
3’; actinA3-R; 5'-GTCTCCTACGTACGAGTCCT-3’ , 



























































反应 条 件 : 95°C 预 变性 5 min; 95°C 变性 15 s, 55% 
退火 30 s, 72°C 延伸 30 s, 共 40 次 循环 ;72% 终 延 伸 
10 min, ,溶解 曲线 在 65% ~ 95% Ziel, Peak A 
2 法 进行 数据 分 析 。 引 物 由 北京 华 大 基因 科技 
有 限 公 司 合成 。 
1.6 miRNA mimics 的 合成 

根据 miRNA-301 的 成 熟 序 列 , 及 其 与 靶 基 因 的 
互 作 位 点 ,由 英 骏 生物 技术 有 限 公 司 分 别 合成 野生 
型 miR-301 mimics 及 阴性 对 照 miR-301 mimics-NC , 
二 者 的 序列 分 别 为 :miR-301 mimics: UUCGUUGUC 
GUCGAAACCUGCAA; miR-301 mimics-NC:AAGUCC 




















GAACGUGUCACGUTT, 
1.7 miR-301 222A 3'-UTR 野生 型 和 突变 型 双 
荧光 素 酶 报告 载体 构建 


以 1.5 节 RevertAid 反 转 录 试 剂 盒 合 成 的 家 鼻 
触角 cDNA 为 模板 ,以 野生 型 miR-301 靶 基 因 3”- 
UTR 的 上 下 游 特异 引物 扩 增 196 bp 的 目的 片段 ， 
PCR 产物 经 切 胶 回收 后 连接 到 pMD-19T 克隆 载体 
经 转化 、 菌 液 PCR 和 双 酶 切 检测 后 送 北 京华 大 基因 
科技 有 限 公 司 测 序 验 证 。 互 作 位 点 由 5"- 
ACGACAACGAA-3' 整 体 突变 为 5'-TGCTGTTGCTT- 
3' 后 的 突变 型 csp9 3'-UTR 全 长 序列 由 英 骏 生物 科 
技 有 限 公司 合成 并 连接 于 pMD-19T 载体 上 。 测 序 
正确 的 野生 型 和 突变 型 质粒 经 限制 性 内 切 酶 Xho I 
和 Not | 双 酶 切 , 酶 切 产 物 纯化 后 用 T4 DNA 连接 酶 
连接 到 双 荧 光 素 酶 报告 载体 psiCheck2 中 Renilla X 
光 报 告 基因 的 下 游 ,转化 后 提取 质粒 ,经 双 酶 切 和 测 
序 鉴定 后 的 野生 型 和 突变 型 质粒 载体 分 别 命名 为 
csp9 3'-UTR-W/psiCheck2 和 csp9 3'-UTR-M/ 
psiCheck2。csp9 3'-UTR-W/psiCheck2 载体 构建 的 
引物 序列 3'-UTR-Xhol-F: 5'-AGCTCGAGCGGAGA 
GCTAATGGTGGACA-3'; 3'-UTR-Notl-R; 5'-ATGCG 
GCCGCCGACGGTCGCAACGTGAAC-3'( 下划线 示 酶 
切 位 点 )。 

1.8 细胞 培养 及 转 染 

用 含 10% 胎 牛 血清 的 DMEM 高 糖 培养 基 , 于 
37°C ,5% CO, 的 培养 条 件 下 培养 HEK293 细胞 , 细 
胞 铺 满 培 养 瓶 底部 80% 时 可 传代 培养 ,对 数 生长 期 
细胞 经 胰 蛋 白 酶 消化 ,PBS 洗涤 后 ,调整 细胞 密度 至 
1 x10" 个 /mL 用 于 转 染 实验 。 瞬 时 转 染 按照 Roche 
X-tremeGENE siRNA 转 染 试剂 说 明 书 进行 , 转 染 前 
1 d 接种 细胞 于 24 孔 板 中 ,使 转 染 时 细胞 密度 为 
30% ~50% 。 实 验 分 5 组 :分 别 为 csp9 3'-UTR-W/ 
psiCheck2( 野 生 型 ) csp9 3’-UTR-W/psiCheck2 ( 时 
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ÆI) + miR-301 mimics, csp9 3'-UTR-W/psiCheck2 
(野生 型 ) + miR-301 mimics-NC, csp9 3’-UTR-M/ 
psiCheck2 (突变 型 ) ，csp9 3'-UTR-M/ psiCheck2 (突变 
型 ) +miR-301 mimics ,每 组 设 3 个 平行 孔 , 实 验 重复 
3 次 。 转 染 后 48 h 裂解 细胞 ,检测 荧光 素 酶 活性 。 
1.9 荧光 素 酶 活性 测定 

根据 Promega 公司 的 双 菊 光 素 酶 报告 基因 检测 
试剂 盒 说 明 书 ,去 除 24 孔 细 胞 板 中 的 培养 基 , 用 
PBS 清洗 细胞 ,每 孔 加 入 100 uL 1 x PLB 裂解 液 , 室 
温 轻 组 晃动 培养 板 15 min, 然后 转移 20 uL 裂解 液 
到 加 有 100 pL LARI 的 检测 管 中 , 混 匀 后 利用 荧光 
发 光 仪 检测 内 参 Firefly 荧光 素 酶 活性 (F) ,每 孔 再 
加 入 100 wh 1 x Stop&Glo ® 试剂 ,快速 混 匀 后 检测 
报告 基因 Renilla 区 光 素 酶 活性 (R) ,通过 对 每 组 样 
品 的 R/F 比值 进行 均一 化 后 作为 纵 坐标 进行 作 图 
分 析 。Renilla 交 光 素 酶 编码 基因 位 于 待 检测 靶 基 
csp9 3'-UTR 的 上 游 ,miR-301 可 通过 与 野牛 型 载 
体 上 3'-UTR 区 的 互 作 来 改变 Renilla 获 光 素 酶 活 
性 ,而 突变 型 载体 上 二 者 的 互 作 位 点 已 改变 ,Renilla 
严 光 素 酶 活性 理论 上 不 发 生变 化 。 从 而 通过 比较 
miR-301 与 地 基因 3'-UTR 野生 型 或 突变 型 双 荧 光 
素 酶 报告 载体 转 染 后 R/F 的 变化 ,判断 miR-301 通 
rt SHEE 3'-UTR 互 作对 靶 基 因 的 调控 作用 。 
1.10 数据 分 析 

实验 数据 利用 Prism 5 软件 进行 绘图 和 统计 分 
析 ,数据 分 析 采 用 单 因 素 方差 分 析 和 Tukey 氏 检 验 。 
并 通过 Microsoft Powerpoint 对 图 片 进 行 整合 处 理 。 

















































































































2 结果 


2.1 RẸ miRNA 靶 基 因 的 预测 

采用 RNAhybrid 和 TargetScanFish 软件 将 
miRBase 数据 库 中 家 看 成 熟 miRNAs 序列 与 家 和 看 基 
因 组 和 NCBI 数据 库 中 编码 CSPs 的 全 基因 序列 进 
行 比 对 ,其 中 miR-301 的 第 2 -8 位 种 子 区 碱 基 与 
csp9 的 3'-UTR 存在 互补 配对 (图 1) ,推测 家 和 奉化 学 
感受 蛋白 基因 csp9 可 能 是 miR-301 的 潜在 靶 基 因 。 


csp9 3'-UTR 











SA A G 3 
UG AG C ACGACAACGAA 
AC UC G UGCUGUUGCUU 


3 A G CAAA C z 


miR-301 


图 1 miR-301 在 靶 基 因 csp9 3'-UTR 上 的 结合 位 点 预测 
Fig. 1 Predicted binding site of miR-301 in 3’-UTR of csp9 


2.2 RA miR-301 的 克隆 及 序列 鉴定 
课题 组 在 前 期 对 家 看 CSPs 家 族 编码 基因 研究 
基础 上 ,发现 作为 miR-301 FM AY RSE csp9 在 成 
虫 触角 和 头 部 具有 相对 较 高 的 表达 量 (Qiao et al., 
2013) ,推测 miR-301 可 能 与 csp9 共 表 达 于 家 和 看 相 
同 组 织 中 ,因而 首先 以 家 符 触 角 来 源 的 cDNA 第 1 
链 为 模板 ,通过 PCR 扩 增 miR-301 及 其 3 接头 片 
段 , 大 小 约 为 100 bp , 扩 增 产物 电泳 检测 结果 如 图 2 
所 示 , 目 的 片段 分 子 量 大 小 与 理论 一 致 。 连 接 pMD- 
19T 克隆 载体 后 , 挑 阳性 菌落 经 PCR 鉴定 后 进行 测 















































序 ,测序 结果 表明 扩 增 出 的 家 在 miR-301 序列 与 其 
成 熟 miRNA 序列 完全 一 致 。 
M 1 


miR-301 





图 2 家 和 看 miR-301 的 PCR 鉴定 
Fig. 2 Identification of Bombyx mori miR-301 by PCR 
M: DNA 分 子 量 标 准 DNA molecular weight marker; 
1: miR-301 PCR 产物 PCR product of miR-301. 





2.3 miR-301 及 其 靶 基因 csp9 在 家 等 不 同 组 织 中 
的 表达 分 析 

利用 RT-qPCR 的 方法 ,首先 分 析 了 miR-301 及 
其 预测 靶 基因 csp9 在 家 看 羽化 后 24 h 雌雄 成 虫 不 
同 组 织 中 的 相对 表达 水 平 。 结 果 表 明 ,miR-301 在 
雌雄 成 虫 触角 ` 头 部 和 精 集 中 表达 量 较 高 ,其 他 组 织 
中 表达 量 极 少 或 无 表达 ;相反 ,csp9 不 仅 在 触角 和 头 
部 有 表达 ,在 除 精 梨 和 卵 梨 之 外 的 其 他 组 织 中 也 均 
有 表达 (图 3)。 

由 于 miR-301 在 家 泰成 虫 触角 和 头 部 具有 较 高 
的 表达 量 ,而 CSPs 蛋白 的 主要 功能 之 一 是 参与 化 学 
言 息 识别 ,因而 进一步 分 析 了 miR-301 及 其 预测 靶 
基因 csp9 在 家 等 羽 化 后 24 h 交配 前 后 成 虫 触角 和 
头 部 的 相对 表达 水 平 。 结 果 显 示 ,miR-301 在 交配 
后 的 雌 成 虫 触角 、 雄 成 虫 触角 和 头 部 中 的 表达 量 显 
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著 高 于 未 交配 的 成 虫 组 织 ,而 在 交配 前 后 的 雌 成 虫 
头 部 中 表达 无 差异 ;csp9 在 交配 前 后 的 峻 性 成 虫 触 
fa 雄性 成 虫 触角 和 头 部 中 的 表达 趋势 与 miR-301 
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正好 相反 ,交配 前 后 的 雌 成 虫 头 部 同样 无 表达 差异 
(图 4)。 
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图 3 RT-qPCR 检测 miR-301(A) 及 其 预测 靶 基 因 csp9(B) 在 家 看 成 虫 不 同 组 织 中 的 表达 
Fig. 3 Expression analysis of miR-301 (A) and its predicted target gene csp9 (B) in 











different tissues of Bombyx mori adults by RT-gPCR 

















An: 触角 Antenna; Hd: % Head; Wg: $H Wing; Lg: Æ Leg; Th: ff Thorax; Ab; HA Abdomen; Gn; 生殖 腺 Genitalia. 图 中 数据 为 平均 值 上 标准 











误 , 柱 上 不 同 小 写字 母 示 差异 显著 (P<0.05) ( 单 因素 方差 分 析 , Tukey 氏 检 验 ) Data in the figure are mean + SE. Different lowercase letters 
above bars indicate significant difference ( P <0.05) (one-way ANOVA, Tukey’ s test). 
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图 4 RT-qPCR 检测 miR-301(A) 及 其 预测 靶 基 因 csp9(B) 在 家 乔 成 虫 交 配 前 后 触角 和 头 部 中 的 表达 
Fig. 4 Expression analysis of miR-301 (A) and its predicted target gene csp9 (B) in 








the antenna and head of unmated and mated adults of Bombyx mori by RT-qPCR 
































0.01; *P<0.05; “无 显著 差异 No significant difference. 
2.4 野生 型 和 突变 型 csp9 3'-UTR 双 荧 光 素 酶 报 
告 载体 构建 





以 oligo dT 反 转 录 后 家 看 cDNA 为 模板 ,通过 
PCR 扩 增 csp9 3'-UTR 序列 ,结果 如 图 5(A) 所 示 ， 
目的 条 带 与 理论 片段 大 小 一 致 (196 bp) 。 野 生 型 
和 突变 型 csp9 3'-UTR 连接 到 psiCheck2 载体 后 ,经 
Xio 工 和 AmNol 工 双 酶 切 鉴 定 ,二 者 酶 切片 段 大 小 与 
预期 一 致 (图 5: B) ,测序 结果 显示 野生 型 和 突变 
型 双 获 光 素 酶 报告 载体 的 序列 与 理论 一 致 ,表明 
csp9 3'-UTR-W/psiCheck2( 野生 型 ) 和 csp9 3'-UTR- 
M/psiCheck2 ( R RA 变型 ) 双 艾 光 素 酶 报告 载体 构建 
成 功 。 
































Female antenna; FH; 雌性 头 部 Female head; MA; 雄性 触 
误 ( 单 因素 方差 分 析 ,Tukey 检验 ) 。Data in the figure are mean + SE, and were analyzed by one-way ANOVA, Tukey’ s test. 














9 Male antenna; MH; 雄性 头 部 Male head. 图 中 数据 为 平均 值 土 标准 











**pP<0.001; “P< 
2.5 荧光 素 酶 活性 分 析 
利用 双 殉 光 素 酶 报告 基因 检测 试剂 盒 测 定 野生 


型 或 突变 型 重组 双 菊 光 素 酶 质粒 与 miR-301 mimics 
或 阴性 对 照 转 染 HEK293 细胞 后 的 灾 光 素 酶 活性 
并 用 Renilla 荧光 素 酶 活性 与 Firefly 荧光 素 酶 活性 
的 比值 (RAF) 对 数据 进行 校正 。 结 果 如 图 6 所 示 ， 
仅 当 野生 型 csp9 3'-UTR-W/psiCheck2 与 miR-301 
mimics 共 转 时 ,报告 基因 表达 产物 的 奕 光 素 酶 活性 
低 于 野生 型 csp9 3'-UTR-W/psiCheck2 和 突变 型 
csp9 3'-UTR-M/psiCheck2 空 载 对 照 质粒 及 阴性 对 照 
转 染 组 :野生 型 csp9 3’-UTR-W/psiCheck2 与 miR- 
301 mimics-NC, R 变 型 csp9 3’-UTR-M/psiCheck2 
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图 5 野生 型 和 突变 型 csp9 3'-UTR 双 荧光 素 酶 报告 载体 的 鉴定 
Fig. 5 Identification of dual luciferase report vector of the wild type and mutant csp9 3’-UTR 
A: csp9 3'-UTR PCR 扩 增 结果 PCR product of csp9 3'-UTR; B: csp9 3'-UTR/psiCheck2 重组 质粒 双 酶 切 鉴 定 Double enzyme identification of csp9 3'- 
UTR/ psiCheck2; M: DNA 分 子 量 标准 DNA molecular weight marker; 1: csp9 3'-UTR PCR 扩 增 结果 PCR product of csp9 3’-UTR; 2: 突变 型 csp9 


3’-UTR-M/psiCheck2 双 酶 切 鉴定 Double enzyme identification of mutant csp9 3'-UTR-M/psiCheck2 ; 3: 野生 型 csp9 3'-UTR-W/psiCheck2 双 酶 切 鉴 














定 Double enzyme identification of wild type csp9 3'-UTR-W/psiCheck2. 
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图 6 野生 型 或 突变 型 重组 csp9 3'-UTR 质粒 与 
miR-301 mimics 转 染 HEK293 细胞 后 
PICA ATE VE aD OT 
Fig. 6 Analysis of luciferase activity in HEK293 cells after 

















transfected with wild type or mutant csp9 3'-UTR plasmid 

and miR-301 miRNA mimics 
1: 野生 型 csp9 3'-UTR-W/psiCheck2 空 载 对 照 Wild type csp9 3'- 
UTR-W/psiCheck2 vector control; 2; 野生 型 csp9 3'-UTR-W/ 
psiCheck2 + miR-301 mimics ( Wild type csp9 3’-UTR-W/psiCheck2 + 
miR-301 mimics) ; 3; 野生 型 csp9 3’-UTR-W/psiCheck2 + miR-301 
mimics 阴性 对 照 Wild type csp9 3'-UTR-W/psiCheck2 + miR-301 
mimics-NC; 4; 突变 型 csp9 3’-UTR-M/psiCheck2 空 载 对 照 Mutant 
csp9 3'-UTR-M/psiCheck vector control; 5; 突变 型 csp9 3’-UTR-M/ 
psiCheck2 + miR-301 mimics ( Mutant csp9 3’-UTR-M/psiCheck2 + 
miR-301 mimics). 图 中 数据 为 平均 值 + 标准 误 , 柱 上 不 同 小 写字 
母 示 差异 显著 (PP < 0. 05) ( 单 因 素 方差 分 析 , Tukey 氏 检 验 )。 
Data in the figure are mean + SE. Different lowercase letters above bars 
indicate significant difference (P <0.05) (one-way ANOVA, Tukey’ s 
test). 


与 miR-301 mimics。 利 用 单 因素 方差 分 析 进 行 统计 
学 分 析 ,结果 表明 ,实验 组 与 对 照 组 之 间 的 差异 达到 
显著 水 平 (P<0.05), 由 此 表明 miR-301 可 以 在 细 
胞 水 平 通过 与 靶 基 因 3'-UTR 的 互 作 抑 制 其 在 翻译 






























































水 平 的 表达 , 且 差 异 显 车 。 











3 讨论 


近年 来 , 随 着 对 miRNA 的 大 量 研 究 表明 ， 
miRNA 在 基因 转录 后 和 翻译 后 的 调控 中 发 挥 越 来 
越 重 要 的 作用 。 在 家 和 看 中 已 经 发 现 大 量 miRNA( He 
et al., 2008; Liu et al., 2010; Huang et al., 2010; 
Wu et al., 2016; Qin et al., 2018) ,miRBase 数据 库 
中 登录 的 家 看 各 个 发 育 时 期 的 miRNA 已 经 高 达 
563 条 。 已 有 研究 表明 ,家 和 蛋 miRNA 具有 时 空 表达 

村 异性 (Yu et al., 2008; Zhang et al., 2009; Li et 
al., 2014) , miRNA 通过 调控 基因 表达 在 家 在 生长 
发 育 的 过 程 中 具有 重要 作用 (Jiang et al., 2013; 
Ling et al., 2014, 2015; Wang ef al., 2016; Qian et 
al., 2018; Liu et al., 2018)。 此 外 家 看 CSPs 的 功能 
有 具有 多 样 性 , 且 大 部 分 家 大 CSPs 在 mRNA 水 平和 
蛋白 水 平 的 表达 存在 不 一 致 ,能 在 蛋白 水 平 上 检测 
到 的 CSPs 数量 非常 有 限 ,从 而 提示 我 们 在 家 至 中 是 
否 存在 CSPs 的 调控 因子 ,通过 在 转录 和 翻译 水 平 上 
调控 CSPs 的 表达 来 影响 其 功能 。 

本 研究 利用 生物 信息 学 技术 ,筛选 出 一 个 在 家 
REFRA CSP9 编码 基因 的 3'-UTR 区 具有 
潜在 结合 位 点 的 miR-301 ,预测 csp9 可 能 是 miR-301 
的 靶 基 因 。RT-qPCR 表明 ,二 者 在 家 泰成 虫 交配 前 
后 不 同 组 织 的 表达 具有 相互 抑制 作用 , 且 差 异 显著 。 
进一步 通过 构建 cp9 3'-UTR 的 野生 型 和 突变 型 双 
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对 照 共 转 染 HEK293 细胞 ,结果 表明 ,miR-301 可 以 
特异 性 作用 于 CSP9 基因 的 3'-UTR, 从 而 使 其 上 游 
荧光 素 酶 报告 基因 的 表达 显著 下 调 ,同时 表明 miR- 
301 与 CSP9 具有 加 向 关系 。 

昆虫 CSPs 保守 性 强 , 功 能 多 样 。CSPs 不 仅 能 
结合 并 运输 非 挥 发 性 的 化 学 分 子 , 在 甘蓝 夜 蛾 
Mamesira brassicae 中 发 现 ,CSPA6 能 结合 挥发 性 的 
性 信息 素 分 子 顺 11- 十 六 烯 基 乙 酸 酯 (2Z11-16: Ac) 
和 顺 11- 十 八 烯 基 乙 酸 酯 (Z11-18 : Ac ) (Jacquin-Joly 
et al., 2001) ,在 性 信息 素 的 传递 过 程 中 发 挥 作用 。 
本 研究 通过 对 miR-301 与 csp9 在 家 符 交 配 前 后 触角 
感受 器 官 触角 和 头 部 的 表达 分 析 及 二 者 相互 作用 调 
控 的 研究 ,推测 miR-301 可 能 通过 与 csp9 的 互 作 调 
控 家 看 性 信息 素 分 子 的 识别 和 传递 。 研 究 结果 为 家 
F CSPs 功能 研究 中 新 的 调控 模式 提供 了 新 的 证 据 
和 思路 ,同时 也 为 其 他 昆虫 是 否 存 在 类 似 的 调控 模 
式 提供 了 借鉴 。 此 外 ,由 于 体外 细胞 实验 与 家 看 个 
体 基 因 的 表达 调控 仍 存在 一 定 的 差异 ,因此 ,家 蛋 
miR-301 对 csp9 的 调控 作用 还 需 进 一 步 在 个 体 水 平 
进行 验证 。 
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